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RESUMEN
La mordedura por Crotalus durissus cumanensis representa la principal causa de accidentes ofídicos y un
grave problema de Salud Pública en Venezuela. Su veneno causa alteraciones histológicas y bioquímicas
en los tejidos; sin embargo, existen pocas investigaciones que reporten daños en la estructura del cerebro
y cerebelo por envenenamiento crotálico. Por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar las alteraciones
histológicas de cerebro y cerebelo en ratones adultos BALB/c  inoculados con veneno de la serpiente C. d.
cumanensis y los niveles séricos de la Creatin-cinasa total (CK-T) y su isoforma CK-BB. Los animales se
organizaron en grupos control y experimental y se les inoculó vía intraperitoneal solución fisiológica y
veneno crudo a razón de 0,75 mg/Kg, respectivamente. Se recolectó muestras de cerebro, cerebelo y
sangre a las 3, 6, 12 y 24 h post-inoculación, para estudios histopatológicos y enzimáticos. En los resultados
se observó lesiones degenerativas y necrosis neuronal, edema, gliosis y desmielinización focalizada. Los
niveles séricos de CK-T revelaron  diferencias altamente significativas (p<0,01), al comparar los grupos
controles y experimentales a las 3, 6 y l2 h post-inoculación; mientras que la CK-BB reportó diferencias
altamente significativas sólo a las 3 y 6 h. Los valores altos de CK-T sugieren que el veneno de C. d.
cumanensis causa daños en músculo esquelético, corazón y  sistema nervioso central. Las alteraciones
histopatológicas observadas en cerebro y cerebelo asociadas a altos niveles de CK-BB sanguíneas
sugieren que el veneno crotálico es capaz de vencer la barrera hematoencefálica.
Palabras claves: cerebro, veneno de serpiente, Crotalus durissus cumanensis,  creatin-cinasa, CK-BB.
                                                                                   ABSTRACT
The snakebite of Crotalus durissus cumanensis represents the main cause of ophidic accidents, it is a
serious problem in public health in Venezuela. The Crotalus venom produces histological and biochemical
changes at tissue level; however, few studies about the damages caused by crotalus venom in the structure
of the brain and cerebellum have been reported.  For this reason, the objective of this work was to establish
the histological alterations of adult mice BALB/c brain and cerebellum, which have been inoculated with C.
d. cumanensis venom, as well as, the serum level of the enzyme total creatine kinase (CK-T) and its
isoform CK-BB. Animals were grouped in treated and control. The treated animals received an intraperitoneal
injection of crude venom at doses of 0,75 mg/Kg, while the controls received just a physiologic solution
injection. In order to perform histological and enzymatic studies samples from brain, cerebellum and blood
were collected at 3, 6, 12 y 24 h post-injection. The results showed degenerative injuries, neuronal necrosis,
edema, gliosis and focalized demyelization. Treated animals and control exhibited highly significant
differences (p<0,01) in serum level of CK-T at 3, 6 y l2 h post-inoculation; while the CK-BB  showed to be
highly significant different only at 3 and 6 h post-injection. The elevated values of CK-T suggest that C. d.
cumanensis venom causes damages in skeletal muscle, heart and central nervous system. The
histopathogical alterations observed in brain and cerebellums associated with high blood levels of CK-BB
indicate that crotalic venom is able to cross the hemathoencephalic barrier.
Keywords: brain, snake venom, Crotalus durissus cumanensis, creatin kinase, CK-BB.
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                    INTRODUCCIÓN
Los accidentes ofídicos representan un serio
problema de Salud Pública en las regiones tropicales
del mundo, debido a su alta frecuencia, morbilidad y
mortalidad[1]. El género Crotalus tiene especies
distribuidas ampliamente en todo el continente
americano, la especie C. d. cumanensis (cascabel
común) es la responsable de la mayor parte de los
accidentes ofídicos en Venezuela[2].
El envenenamiento por esta especie produce
efectos locales y sistémicos que se desarrollan
simultáneamente y en poco tiempo. Las lesiones lo-
cales incluyen: formación de flictenas, hemorragia,
edema y mionecrosis, efectos que pueden resultar en
secuelas permanentes[3,4]; los efectos sistémicos son:
coagulación intravascular diseminada, cuadro
hipovolémico que puede evolucionar hacia choque car-
diovascular[5], además de neurotoxicidad,
miotoxicidad sistémica y falla renal aguda[6].
Las fracciones que constituyen el veneno crotálico
han sido objetos de numerosas investigaciones debido
a que contiene un gran número de proteínas con
actividad bioquímica y farmacológica [7], entre sus
principales componentes están: la crotoxina, la
crotamina, la convulsina y la giroxina, que tienen
efectos neurotóxicos con acción postsináptica, al
bloquear la transmisión neuromuscular ó presináptica
al inhibir la liberación de acetilcolina[8]; sin embargo,
pocas investigaciones han reportado las alteraciones
histológicas del cerebro y cerebelo en envenenamiento
crotálico experimental.
Los pacientes que han sufrido un accidente ofídico
con C. d. cumanensis muestran alteraciones locales
discretas; sin embargo, los signos sistémicos
generalmente son severos[9]. Una manera de
determinar los daños por envenenamiento crotálico
es medir los niveles séricos de las enzimas alanina-
amino transferasa (ALT), aspartato-amino transferasa
(AST) y fosfatasa alcalina (FA) que indican daño
hepático; las isoformas de la deshidrogenasa láctica
(LDH) y de la creatin-kinasa (CK) que indican  daños
en pulmón, hígado, cerebro, miocardio y músculo
esquelético(10). Existen dos subunidades moleculares
de las CK, denominadas M y B cuyas combinaciones
producen tres isoenzimas, la CK-MM aislada
fundamentalmente del musculo esquelético, CK-MB de
miocardio y CK-BB de cerebro[4].
El objetivo de este trabajo fue determinar las
alteraciones histológicas de cerebro y cerebelo y los
niveles séricos de la CK-T y su isoforma BB en ratones
adultos Balb/C inoculados con veneno de la serpiente
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d. cumanensis.
MATERIALES Y METÓDOS
El veneno de la especie C. d. cumanensis fue
obtenido de ejemplares del serpentario del Laboratorio
de Toxicología Veterinaria del Decanato de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Centroccidental
"Lisandro Alvarado", mantenidas en terrarios a
temperatura promedio de 30°C (diurna) y 24°C
(nocturna), con dieta basada en la administración de
dos ratones por espécimen al mes y agua ad libitum.
El veneno fue extraído mediante ordeño manual de
glándulas venenosas[11], colectado en cápsulas
estériles y centrifugado en frío a 800 g por 10 minutos,
el sobrenadante fue conservado a -20°C hasta su uso.
Se trabajó con 40 ratones adultos BALB/c con peso
promedio  de 30 a 35 g del Bioterio Central de la UCLA;
se establecieron 4 grupos (3, 6,12 y 24 horas) cada
uno con 10 animales y estos se subdividieron en
subgrupos control y experimental.  Los animales de
los subgrupos controles fueron inoculados con 50 ?L
de cloruro de sodio 0,9% y los subgrupos
experimentales con 0,75 mg de proteína del veneno/
Kg diluido en solución fisiológica hasta completar 50
?L de solución, ambos por vía intraperitoneal.
A las 3, 6, 12 y 24 horas post-inoculación del veneno
o solución de cloruro de sodio,  a los animales se les
extrajo muestras de sangre de la vena coccígea me-
dia para medir CK-T y CK-BB, luego se les realizó
eutanasia con éter y decapitación,  se les extrajo el
cerebro  y cerebelo para estudios histopatológicos.
Para el estudio histopatológico los órganos fueron
procesados mediante técnicas histológicas clásicas
(Hematoxilina-Eosina). En las muestras de sangre se
determinó los niveles séricos de la enzima CK-T para
lo cual se utilizó el reactivo comercial marca INVELAT®,
en el fotocolorímetro OMEGA IV®, la isoforma CK- BB
se detectó mediante su movilidad  electroforética en
un gel de agarosa que posteriormente se visualizó y
cuantificó en un densitómetro de escaneo visible Hel-
ena Laboratories® QuickScam2000 versión V2, Beau-
mont, Texas, US.
Los datos obtenidos en la determinación de los
niveles sanguíneos de CK-T y su isoforma CK-BB se
expresaron en medias y su desviación estándar,
analizándose estadísticamente mediante la prueba  "t"
de Student para muestras independientes (p<0,01),
empleando el programa estadístico SPSS 11,5 para
Windows[12].
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RESULTADOS
Grafico 1: Valores Séricos de CK-Total en Ratones
Balb/C Inoculados con Veneno Crudo de Crotalus
durissus cumanensis
Los datos representan la media ± desviación estándar,
n=5 * Diferencias altamente significativas respecto al
control (p<0,01)
Grafico 2:Valores Séricos de CK-BB en ratones BALB/
c. Inoculados con veneno crudo de Crotalus durissus
cumanensis
Los datos representan la media ± la desviación
estándar, n=5* Diferencias altamente significativas
respecto al control (p<0,01)
Figura 1: Fotomicrografía de cerebro de ratón BALB/
c a las 6 horas post-inoculación con solución fisiológica
0,9%, grupo control (10X).
Determinaciones enzimáticas: se observó
diferencias altamente significativas (p<0,01) en los
niveles séricos de CK-T entre los grupos controles y
experimentales a las 3, 6 y l2 horas postinoculación,
mientras que a las 24 horas no se observó diferencias
significativas. En el grupo experimental de 6 horas de
la CK-T alcanzó los niveles máximos, con valores
séricos 431% más elevados que los encontrados a las
3 horas, con disminución rápida a las 12 horas (Gráfico
1).
También se observó diferencias altamente
significativas (p<0,01) en los niveles séricos de la
isoforma CK-BB entre los grupos controles y
experimentales a las 3 y 6 horas post-inoculación del
veneno; sin embargo, no hubo diferencia significativa
a las 12 y 24 horas. Entre los grupos experimentales,
los valores máximos de CK-BB se observaron a las 6
horas post-inoculación con un incremento de 365% con
respecto a las 3 horas, para luego disminuir
rápidamente a las 12 y 24 horas (Gráfico 2).
Análisis Histopatológico: en los animales de los
grupos controles no se observó alteraciones
histopatológicas en los órganos estudiados (Figura 1),
a las 3 horas de exposición al veneno, la histopatología
evidenció en el parénquima cerebral una dilatación
del espacio perivascular correspondiente con edema,
adicionalmente a degeneración, necrosis neuronal y
gliosis multifocal; mientras que en el cerebelo se
observó degeneración y necrosis de las células de
Purkinje. Las meninges y plexos coroideos mostraron
aspectos histológicos conservados. A las 6 horas se
evidenció mayor dilatación del espacio perivascular y
gliosis multifocal (Figuras 2 y 3), degeneración y ne-
crosis neuronal en cerebro (Figura 2) y de las células
de Purkinje en cerebelo, además de leve
desmielinización focal, pequeños focos hemorrágicos
intraparenquimatosos, meninges con focos
hemorrágicos y congestión de plexos coroideos. A las
12 y 24 horas las lesiones observadas en los animales
del grupo expuesto al veneno fueron similares a las
observadas a las 6 horas.
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Figura 2: Fotomicrografía de cerebro de ratón BALB/
c a las 6 horas post-inoculación con veneno de C.
d. cumanensis. Edema (flecha) necrosis neuronal (o)
(10X).
Figura 3: Fotomicrografía de cerebro de ratón BALB/
c a las 6 horas post-inoculación con veneno de C.
d. cumanensis. Gliosis ( flecha) (10X).
DISCUSIÓN
AGRADECIMIENTO
Son escasas las investigaciones sobre de
venenos que afectan el sistema nervioso central, ya
sea, como neurotoxinas o toxinas que dañen el tejido
cerebral produciendo diferentes lesiones tales como
hemorragia, edema, muerte celular, desmielinización
u otras neuropatologías relacionadas al sistema
nervioso central. El veneno de C. d. cumanensis se
caracteriza por contener principalmente la fosfolipasa
A, enzima que hidroliza los lípidos de las membranas
celulares, por lo que es probable que logre traspasar
la barrera hematoencefálica[2] causando alteraciones
histopatológicas en cerebro y cerebelo de ratones,
caracterizados por edema, degeneración y necrosis
neuronal y gliosis multifocal; lesiones que contrastan
a lo observado en estudios con veneno de C. d.
terrificus en las que no se ha evidenciado alteraciones
del sistema nervioso central(13), estas discrepancias
pudieran deberse a la diferencia entre sub-especies,
la vía de administración del veneno (que
probablemente promueva muerte antes de que ocurran
las injurias en el sistema nervioso central), la edad
de las serpientes o la dosis utilizada[14]. El veneno
de la especie Philodryas patogeniensis induce
hemorragias multifocales en cerebro y cerebelo,
discrepancia que pudiera deberse a la diferencias en
la composición bioquímica de las toxinas entre las
serpientes[15]. Mientras que, las lesiones en meninges
en el grupo de animales con 6 horas de exposición al
veneno coincidieron con las observadas en
envenenamiento con Bothrops colombiensis[16].
Los venenos al lograr vencer la barrera
hematoencefálica generan respuestas inflamatorias
severas que promueven una respuesta inmune por
activación de los receptores toll-like en microglia y
astrocitos, desencadenan la activación del factor
nuclear kappa , por tanto, la codificación de enzimas
que aumentan el estrés oxidativo, la síntesis de
prostaglandina E, citoquinas y chemoquinas que llevan
amuerte neuronal[17].
Los niveles séricos de CK-T pueden estar elevados
por diversas circunstancias clínicas como infarto al
miocardio, procedimientos quirúrgicos o cualquier in-
juria que promueva lesiones tisulares[4,18] como son
los envenenamientos ofídicos. La CK-BB es la isoforma
de CK predominante en el cerebro; sin embargo,
estudios inmunohistoquímicos sugieren la ubicación
de CK-MM en regiones específicas del cerebro, aun
cuando predomina en el músculo estriado
esquelético[19]. Los daños tisulares mas evidentes
ocurren a las 6 horas post-inoculación del veneno
coincidiendo con los valores máximos de producción
de CK-T y CK-BB, marcadores enzimáticos que
aumentan cuando hay daño tisular[18,20].
En conclusión, los valores altos de CK-T sugieren
que el veneno de C. d. cumanensis causa daños en
músculo esquelético, corazón y sistema nervioso cen-
tral. Las alteraciones histopatológicas observadas en
cerebro y cerebelo asociadas a altos niveles de CK-BB
sanguíneas sugieren que el veneno de esta especie es
capaz de vencer la barrera hematoencefálica.
El presente trabajo fue redactado en el marco
del curso "Análisis Crítico de la Literatura y Redacción
de Trabajos Científicos" del doctorado en Ciencias
Biomédicas, Universidad Centroccidental "Lisandro
Alvarado", Barquisimeto, Edo. Lara, Venezuela.
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